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К dohányraozaikvirus lényeges változásokat okoz a 

gazdanövény anyagcseréjében, aiaelyek egyik gyökerét a 

fertőzés következtében módosult fehérje és nukleinsav 

anyagcserében kell keresnünk.

Ä nukleinsav anyagcserében lényeges szerepet játsza­

nak a különböző specificitásu nukleázok, és a virus je­

lenléte miatt létrejövő biokémiai változások közül az 

egyik legszembetűnőbb a gazua össznukleáz aktivitásának 

a megnövekedése. Ezért kísérleteink egyik céljaként ennek 

a jelenségnek az elemzését tűztük ki.

Mivel munkacsoportunk koráobi eredményei alapján ki­

derült, hogy a növényi nukleázok tanulmányozására az egyik 

legalkalmasabb objektum a zab primer levele, először e nö­

vény nukieázainak a jellemzését, tisztítását akartuk be­

fejezni. E rendszer ismeretében könnyebbnek tűnt a dohány­

levél nukieázainak a tanulmányozása, különös tekintettel 

azok szerepére a virus fertőzés utáni nukleinsav anyagcse­

re megváltozásában.

Másfelől fontosnak látszott, hogy a lebontást végző 

enzimek vizsgálatával párhuzamosan megnézzük, miképpen a- 

lakul a nukleinsavak, elsősorban a riboszomális RMS-ek 

szintézise a vírusfertőzést követően. így kísérleteink má­

sodik felében erre a problémára összpontosítottuk a figyel­

münket.
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I.

ELMÉLETI RÉSZ

A.

'i

a/ A dohányraozaikvirus jellemzése

A dohánymozaikvirus az egyszerű felépítésű, kis méretű 

növényi vírusok csoportjába tartozik. A 280 nm nagyságú, 

pálcika alakú részecskét egy egyes szálú RNS molekula, és 

a helikális szimmetria szerint köréje rendeződött, monome­

rekből álló fehérjeburok alkotja.
6

A 2xlo d nagyságú RNS a növényi sejtbe jutva kettős 

funkciót lát el. Egyrészt a saját reprodukciójához mintául 

szolgál, másrészt mRNS-ként irányítja a virus specifikus fe­

hérjék szintézisét.

Szerkezetéről ismert, hogy 3'végén ССЛ 

tRNA-hez hasonló, hisztidin akceptor aktivitást mutató szek­

venciát tartalmaz /33/. Az utolsó 71 nukleotid szekvenciája 

ismeretében /18/ azonban nem sikerült valószinüsiteni a

-val végződő.Öli

transzfer RNS-ekre jellemző térszerkezet kialakulásét /58/. 

Az RNS bakteriofágok 3"végét szintén CCA alkotja, miу az 

állati RNS vírusok poly/A/ szekvenciával végződnek, arait а 

dohányiuozaikvirus esetében nem sikerült kimutatni /17, 54/. 

5'vége m7Gppp5'Gp végcsoportot visel /68/, ami az állati

OH

virus és emlős mRNS-ek jellemzője.

Az RNS kb. 200 GOO d fehérje kódolásához elegendő in­

formációt hordoz, a szerkezeti fehérje molekulasúlya ellen­

ben mindössze 17 OOO d. Feltehetően a többi rész az RNS rep-
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likációjához szükséges fehérjét kódolja. Ezt támasztja alá, 

hogy a fertőzött levelekben és protoplasztokban a virus RNS 

megjelenésével párhuzamosan, a szerkezeti fehérjék szinté­

zise előtt kimutatható egy nagy molekulasulyu /135 GOü - 

195 OQOl fehérje/k/ /66,52,46/, valamint, hogy sikerült fer­

tőzött levélből izolálni DMV—bRNS függő, RNS-t szintetizáló 

enzimet /65,53/.

Az RNS replikációja dupla szálú replikativ forma /RF/ 

és replikativ intermedierek /Rí/ képződése révén történik, 

valószinüleg citoplazmatikus membránokhoz kötötten /25, 26,

43/.

A fehérjék szintézisének a pontos mechanizmusa nem 

tisztázott. Egyes szerzők véleménye szerint /46/ a picorna 

vírusoknál leírthoz hasonlóan, az RNS monocisztronos messen- 

gerként Íródik át, Kiig mások az RNS bakteriofágoknál meg­

figyelt, policisztronos messenger reguláit transzlációját 

feltételezik /52/. A fehérjeszintézis a citoplazmatikus, 80S 

riboszómákon történik, miként erre a cikloheximid gátlásból 

és a kloramfenikol érzéketlenségből következtetni lehet/65,

37/.

A DMV részecskék kialakulásának a helyéül kezdetben a 

sejtmagot és a kloroplasztokat jelölték meg, majd a fejlet­

tebb elektronmikroszkópos és részletesebb biokémiai jellem­

zés elvetette ezt az elképzelést. Ma már tudjuk, hogy leg­

alábbis a " vulgare“ és a ”fesetében az 

uj virus a citoplazmában képződik /43/.
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A fentiekből látható, hogy a DMV felépítése, szapo­

rodási módja bizonyos vonatkozásban az RNS bakteriofágok­

hoz hasonló, mig raás tekintetben az állati RNS vírusokkal 

visel közös jegyeket.

Ъ/ A dohányiaozaik virus és a gazda kapcsolata

1/

A virus tipikus gazdanövénya a dohány, de a Solanaceae 

család többi tagját és még 24 család más fajait is képes

fertőzni.

A virusfertőzés két típusa különböztethető meg: 

/а/ Szisztemikus fertőzés

Az elsődlegesen inokulált levélből a virus a szál­

lítónyalábok és a sejtek közötti összekötetések 

révén a növény minden levelébe eljut. A felső le­

veleken kétféle tünet alakulhat ki, aszerint, hogy 

azok milyen idősek a vírussal való találkozáskor. 

Ha az alsó levelek inokulálásakor a felső levél

1.5 cm-nél nagyobb, "vein-clearing" szimptoma, 

az 1.5 cm-nél kisebb, illetőleg a később fejlődő 

leveleken viszont mozaikos szimptoma jön létre.

felső levél 
az alsó

inokulálásakor
szimptoma

sárga szigetek 
megjelenése

az erek mentés 
elsárgulás

0.5 cm mozaik

1.5 cm "vein-clearing"
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/Ь/ hiperszenzltiv reakció

Az inokulált levelek sejtjei a virus szaporodásának

a következtében elhalnak, és nekfcotikus léziók kelet­

keznek. A virus nern terjed tovább, és csak az inoku­

lált levelek maraunak fertőzöttek. A léziók száma ará­

nyos a sejtbe jutott vírussal, igy annak mennyiségi 

meghatározására alkalmas.

Kezdetben a vírusfertőzés sajátosságait csak ép növényen le­

hetett tanulmányozni. Ennek két legfőbb hátránya, hogy nem 

lehetett a sejteket szinkron fertőzni, és nagyon nagy a 

fertőzetlen sejtek okozta háttér. Később lehetővé vált, 

kallusz és sejtkultúrák fertőzése, aa a nagy áttörést a pro- 

toplasztok felhasználása fogja jelenteni.

A DMV-fertőzés legfontosabb, sajátos vonásait a követ­

kezőkben foglalhatjuk össze:

/а/ a sikeres fertőzés előfeltétele a levél felületének 

a bedörzsolése. Valószínű a kutikula réteg és a 

sejtfal sérülése nélkül a virus nem tud a sejtekbe 

bejutni.

/Ы a fertőzés hatásfoka igen rossz, optimális körül­

mények között is io^-lo'3

váitásáaoz sejtenként. Az alacsony efficiencia 

oka nem ismert, és különös, hogy a protoplasztok 

fertőzésekor is hasonló /57/.

/с/ A rossz fertőzési hatásfok ellenére valÓ3z!nüleg 

egyetlen részecske szükséges a fertőzéshez /ezt a 

plaque-assay matematikai eleméése mutatja/.

részecske szükséges a ki-
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2. &_jLB£tgzes=,okozt<| bigkgM^a^ 5£aitgzgsok_.a_ggzga- 

iz§rge|etben&

A virusfertűzést kővető változások, egészen leegysze­

rűsítve , két dologra vezethetők vissza.

- & virus a saját reprodukciójához a gazda RNS és fehérje 

szintetizáló rendszerét használja fel, Így a gazda káro­

sodását kiválthatja a korábban szintetizálódott nuklein- 

aavaknak és fehérjéknek, vagy a virus által felhasznált 

prekurzoroknak a hiánya.

- A vírusnak, mint idegen struktúránál, nukleinsavnak és 

fehérjének a jelenléte citopatikus /tehát indirekt/ el­

változásokat okozhat, de esetleg különböző biokémiai fo­

lyamatokra közvetlenül gátló vagy serkentő hatást is fejt­

het ki.

A DMV-gazda rendszer előzőleg efalitett jellemzői mellett a 

gazda szervezet felépítése is nehezítette a fertőzés követ­

kezményeinek a részletes biokémiai elemezését. Az eddig meg­

figyelt jelenségek azt mutatják, hogy a fertőzésnek általá­

nos kísérője a szintetikus folyamatoknak a lelassulása, ille­

tőleg a lebontási reakcióknak a fokozódása. /А fotoszinté­

zis sebessége, a légzés intenzitása, bizonyos enzimek akti­

vitása fokozódik pl. polifenoloxidáz, ribonukleáz/.

Mivel az anyagcserében kulcsfontosságú szerepet tölte­

nek be a nukleinsavak és a fehérjék, a fertőzés utáni jelen­

ségek mégértése szempontjából döntő, hogy miként változik
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meg ezeknek a makromolekuládnak a szintézise, illetőleg 

a lebontása. Ennek ismerete a fertőzéssel járó többi fo­

lyamat értelmezéséhez is nagyon fontos támpontot és kiin­

dulási alapot jelenthet.

A dohánymozaikvírushoz hasonló szerkezete EME bakterio­

fágok és állati RNS-virusok nagy részénél a fertőzés kez­

deti eseménye a gazda RNS és fehérjeszintézisének a leállí­

tása.

Az RNS bakteriofágok közül az R 17, R 23, ZIK/1 fertő­

zés esetén a bakteriális fehérje és rRNS képződésének a 

nagyfokú gátlását figyelték meg /10,22,60,69/. Mutánsokkal 

végzett kísérletek alapján úgy tűnik, hogy különböző uta­

kon történhet a rRNS szintézisének a blokkolása. Egyes kí­

sérleted arra mutatnak, hogy a gátláshoz szükséges a virus 

polimeráz képződése /56/, inig máskor olyan esetben is ki 

tudtak mutatni, amikor UV~sugárzott fággal, vagy EDTA je­

lenlétében /gátolja a fág bejutásét/ végezték a fertőzést 

/60,69/.

A picorna virus - a DMV-hoz hasonló felépítésű állati 

RNS virus - fertőzés is urámaian megváltoztatja a gazda

rRNS szintézisét. Itt is többféle mechanizmus révén való­

sulhat meg a rRNS szintézis gátlása. Egyrészt megfigyel­

ték, hogy a virus a 45S rRNS prekurzor képződésének a csök­

kenését okozta, de interféráit a riooszóma képződés későb­

bi lépéseivel is, amit nem lehetett egyszerűen & fehérje- 

szintézis gátlás másodlagos következményének tekinteni /38,9/.
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Mivel az RNS 3zintézis gátlás nem jön létre, ha a vírust 

UV-sugarakkai kezeli, vagy a virus-fehérjeszintézist meg­

bénították, valószinü, hogy az valamilyen virus specifiüus 

fehérje közvetítése révén valósul meg /13/.

összefoglalva, a gazda RNS szintézisének lényeges meg­

változása, valóban a vírusfertőzésnek egyik döntő következ­

ménye lehet, azonban ennek a mechanizmusa változhat, nem­

csak a különböző virus-gazda rendszerekben, hanem az azo­

nos tipusu vírusok csoportján belül is.

Mivel a DNS, mint virus sok tekintetben az RNS-bakte­

riofágokhoz hasonló, gazdája viszont mint eukariota szer­

vezet az állati virus-rendszerekkel mutat hasonlóságot, fon­

tosnak tűnt megnézni, hogy a fertőzés korai és egyik elsőd­

leges következménye-e a rRNS szintézis leállása, nzen kívül 

fokozta még a kérdés érdekességét, hogy egyetlen növényi 

sejtben mind a bakteriális /kloroplaszt/, fliind az eukariota 

RNS—és fehérje szintetizáló rendszer, legalábbis annak bi­

zonyos elemei, egyidejűleg vannak jelen, igy a növény-virus 

kölcsönhatásnak töLLfélo lehetősége adott. Más szerzők ko­

rábbi eredményei is arra utaltak, hogy a növényi vírusok e- 

setcn is az egyik legjellemzőbb változás a rRNS-ek szinté­

zisének a leállása. Ezek a kísérletek azt mutatták, hogy el­

sősorban a kloroplaszt rRNS szintézise, és a kloroplaszt ri- 

boszómák fehérjeszintetizáló kapacitása csökken a fertőzött 

levelekben /1,2,14,15,16,21,40,45/.

A DMV—fertőzés után nemcsak 

hanem a nukleinsavakat bontó enzimek
a rRNS szintézis leállását, 

működésének az egyidejű
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fokozódását is üteg fi gyeitek. Erre következtetni lehetett

a fokozott nukleinsav degradációból /14/, másrészt közvet­

lenül kimutatták a fertőzést követően a ribonukleáz akti­

vitás megnövekedését /11,35/.

Ahhoz, hogy megállapíthassuk ml a pontos szerepe a fertő­

zés után létrejövő magas ribonukleáz aktivitásnak, először 

meg kellett ismernünk a dohány levélben található nuklein- 

savakat bontó enzimeket.

Munkacsoportunk előző munkája alapján kitűnt, hogy a 

növényi nukleázok tanulmányozására az egyik legmegfelelőbb 

rendszer a zab primer levele. A zabban lévő enzimek alapos 

ismerete lényegesen megkönnyítette az összetettebb dohány­

levél nukleázainah a jellemzését. A dohánnyal szemben a 

zabnak a nukleázok tisztítana tekintetében két döntő elő­

nye van:

/а/í egyenletesen növekvő levelei vannak;

/Ь/. nem tartalmazza a dohányban nagy mennyiségben je­

lenlévő polifenolokat.

E.

A zab-levél nukleázai

A fiatal zab levél foszfát-észter kötést hasitó enzim­

jeinek sajátságait foglalták össze a korábbi közlemények /53, 

62/.

A fiatal zab levél kivonatában kimutatható savas- lúgos fősz-
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foaieszteráz, foszfatáz és ribonukieáz aktivitás, amelyek 

Sephadex G-75 oszlopon végzett kromatográfia során elvá­

laszthatók egymástól. A kromatográfia alapján kiderült, 

hegy a nyers kivonatban mérhető ribonukieáz aktivitás dön­

tően egy, ezen az oszlopon homogén csúcsként viselkedő 

ribonukleáznak tulajdonítható. Ezen kivül megfigyeltek 3 

minor nukieuzt, amelyek a nagyobb molekulasúlynak megfe­

lelő tartományban, és igen kis mennyiségben jelentkeztek 

az elválasztás során.

Enximológiai jellemzés során a fő ribonukleáznak a követ­

kező sajátságait állapították meg:

Knaonukleáz, az egyes szálú RNS és ribo-homopoliiae- 

rek foszfát észter kötéseit hasítja, a hidrolízis termé­

kei 2* ,3'-ciklikus nukleotidok. Kis mértekben hidrolizál-

ja a parin ciklikus nukleozid-foszfátokat, mig a pirimidin 

ciklikus nukleotieokat egyáltalán nem. /Az előbbiek nagy 

feleslegben gátolja* az enzim aktivitását/.

Az enzim relativ purin-specificitást .mutat, arait az 

alábbi tények támasztanak alá: a/ a hidrolízis első ter­

mékei a 2'3' ~GMP és a b/ a homopolimerek közül

preferenciálisan hasítja a poli/I/-t és a poli/G/-t, 

с/ végtérnékgátlást csak a purin ciklikus nukleozic-fosz- 

fátok okoznak.

A fentiek alapján az enzimet relativ-guanin-specifikus 

ribonukleáznak nevezték el, arai Wilson uj csoportosításá­

ban /ól/ a ribonukieáz I. nevet viselő enzimek csoportjá-
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ba tartozik, igy a továbbiakban zab-Rház-l-ként emlitjük.

Az enzinaktivitás szintje megvilágítás, a szövetek sérté­

se, ozmotikus sokk hatására nagy mértékűén megemelkedik. 

Részletesen vizsgálták a levél levágásakor létrejövő Шаг 

aktivitás-növekedést. A sértéskor mérhető, nagyfokú KNáz 

aktivitás ugyanannak az enzimnek tulajdonítható /tisztí­

tás során azonos viselkedés, azonos pH optimum, ionokkal 

szembeni azonos érzékenység/, és valószínűleg az enzim 

szintézisének a fokozódása okozza. /RNS, illetőleg fehér­

jeszintézis gátlók aktinomicin-D, 8-aza-adenin, pürömicin, 

kloramfenikol jelenlétében nem jön létre az aktivitás-emel­

kedés. /3/.

Idősebe levelekben lényegesen megnő az egyik "minor'

nukleáznak a mennyisége, igy három hetes zab levél haszná­

latával lehetővé vált ennek az enzimnek a tisztítása, jel­

lemzése is. Eltérő szubsztrát specificitása /DNS-t is hasit/ 

és molekulasúlya alapján jól elkülöníthető a fiatal leve­

lek fő ribonukloázától, az RNáz-I-töl.

Tulajdonságai az alábbiakban foglalhatók össze;

Endenukleáz, denaturált és nativ DNS-ü, RNS-t hidroli- 

zál, a hidrolízis termékei 5 *nukleotidok. Relativ adenin

specificitására lehet következtetni abból, hogy a hidrolí­

zis első termékei 5#AMP ill. 5'dAMP és hogy a homopolime- 

rek közül preferenciválisan a poly/A/-t hasítja. Az enzim 

molekulasúlya 33 OOO, aktivitását a ílg alig befolyásolja,
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++ gátolja, zink ionok аг RNáz aktivitást gátolják, 

a DNáz aktivitásra nem hatnak.

EDTA, Cu

Wilson osztályozása alapján zab nukleáz-I-nek nevez­

zük a korábbi cukorra-nem specifikus nukleáz elnevezés he­

lyett /3,1,4,9/.

A zab levél két fő nukleázának a tulajdonságait hason­

lítja össze a következő táblázat /I. Táblázat/.

I. Táblázat

Ribonukleáz I. biukleáz I.

RNS RNS,DNS denat* nativ 
3'nukleotidokciklikus 2'3 

nukleozid foszfát
Szubsztrát

2*3'ciklikus nuk­
leozid foszfát

5#purin nukleozid 
foszfát

A hidrolízis ter­
mékei

Bázis 8£>ecif icitás G A U C A G ü C

pH optimum 5.5 5.5 - 6.0

++ gátol 
nem hat

alig hat 
gátol
RNáz aktivitás gát­

lása
idős levelekben

- Mg
Ion hatás - EDTA++Zn

fiatal levelekben
magas,
sértés hatására + 
megvilágításra no

magasEnzim-szint

Előfordulása oldható frakció részecskékhez kötött



12 -

II.

KÍSÉRLETI rész

I. Kísérleti anyagok.

A zabot /Avena sativa/ üvegházban, homokkulturában

neveltük.

A nukleinsav analízishez Nlcotlana tabacum L. cv.

"Saiusum" dohány növényeket használtunk.

1 mg/ml-es ö.Ol M foszfát puff erbenA fertőzés

pH = 7 DMV-sal történt, az alsó 2-3 levél Celite-s bedor- 

zsölésével. A kontrol növényeken a hasonló helyzetű levele­

ket, azonosan DMV-mentes pufferrel kezeltük.

A naukleinsav analízishez a felső leveleket használtuk,

amelyek a következő fertőzési tüneteket mutatták:

"Vein clearing" - fertőzéskor a dohány 3-4 leveles álla­

potban volt, s a tünetek 3-4 nap múlva 

jelentek meg;

"mozaik-szimptoaia" - fertőzéskor a dohány 8-lo leveles

volt, és a tünetek 7-lo nap múlva vál­

tak kifejezetté;

"átmeneti-mozaik" - idős, néhány hónapos növényeken,

főleg télen, nagy, éles határokkal kö­

rülvett, zöld foltokkal megszakított mo­

zaikok fejlődtek ki.

A nukleáz aktivitás vizsgálatát Nicéfciana tabacum L cv.• f

Xanthi ne. növényeken végeztük. A fertőzés az előbbivel azo-
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nos módon történt azzal a különbséggel, hogy csak a levél 

egyik felét inokuláltuk, és a másik felét használtuk kont­
rolként.

II. Kísérleti Módszerek

A. A Kukleázok jellemzése

Enzimáktivitás mérések

l^feSSI^ilräS^ktivitäsmeghatärozäsa

Mértük a savoldható frakciónak az enzimatikus hidrolí­

zis termékei által okozott fényelnyelés növekedését, 260 mp

hullámhossznál.

A 2 ml reakcióelegy tartalmazott: 3 mg élesztő RNS-t, 

ÍOO omol iia-acetát /рН^Б.б/ puffert, ű.l-O.5 ml enzimet. 

37°C-on, 30 perces inkubáció után a hidrolízist 2.5 i-os 

TCA-ban oldott 0.3 % La/N03/3~tal állítottuk le, a reakció- 

eleggyel агопоз térfogatban. Egy órai hűtés után a csapadé­

kot lecentrifugáltuk, és a megfelelő hígítás után meghatá­

roztuk a felüluszó fényelnyelését 260 mp-nál.
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A ribonukleáz méréshez hasonlóan végeztük, azzal az 

eltéréssel, hogy szubsztrátként csirkevér RNS-t használ­

tunk.

Foszf atáz__aktivitásiaeghatározása

A para-nitrofenilfoszfát /рНРР/ hidrolízisekor felsza­

baduló paranitrofenol abszorbcióját mértük 400 mp hullám­

hossznál. A reakcióelegy ÍOO piaol Na-Acetát pH**5.5 puff ér­

ből, 1 umol pNPP-ból és megfelelő mennyiségű enzimből állt. 

37°C-on, 20 perc inkubálás után 1 ml 0.3 N NaOH-dal leállí­

tottuk a reakciót, majd megfelelő higitás után mértük a 

fényelnyelést 400 mp-nál.

A foszfatáz méréshez hasonlóan végeztük, kivéve, hogy 

szubsztrátként bis-para-nitrofenilfoszfátot /1 pmol/ hasz­

náltunk. A lúgos foszfodieszteráz meghatározásánál a reak­

cióelegy ÍOO pmol Tris-HCl, píl**8.8 puffert tartalmazott.

Nukleáz I. tisztítása

Háromhetes Avena sativa első levelét /40 g/ dörzs- 

mozsárban, kis kvarchoiuokkal homogenizáltuk 0.05 M Tris- 

HCl pH=7.5 pufferben. /Az enzim tisztításhoz háromszoros 

/д/ml/, a nyers kivonatban történő enzimaktivitás mérés-
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kéz tízszeres arányban/. A szövetkivonatot négy réteg gé­

zen átszűrtük, majd 30 percig, 10 OOO g-vel, 4°C-on cent­

rifugáltuk. A felüluszót szilárd ammóniumszulfáttal 80 %- 

ig telitettük, és három órai állás után centrifugáltuk /

80 OO g, 15 iáin/. A fehérje csapadékot 0.01 M Tris-HCl 

pü=7.5 pufferben /3 ml/ oldottuk és 2.4 cm x 100 cm Se- 

phadex G-75 oszlopra rétegeztük, majd a fehérjéket ugyan­

ezzel a pufferrel eluáltuk. /А kromatografiát szobahőmér­

sékleten végeztük/. Néztük a frakciók fehérje tartalmát, 

valamint meghatároztuk a ribonukleáz, dezoxiribonukleáz, 

foszfatáz, lúgos és savas foszfodieszteráz aktivitást.

A DNáz és RNáz aktivitást egyaránt mutató frakciókat össze­

gyűjtöttük, és 0.8 cm x 50 cm-es OEAE-cellulóz oszlopra 

vittük. /Az oszlopot 2 M /im^/jelenlétében, kis nyo­

más alatt töltöttük meg, majd desztillált vízzel karbonát­

mentesre mostuk, és végül 0.01 M Tris-HCl pH*7.5 puffer­

rel equilibráltuk/. A minta felrétegzése után lineáris 

NaCl gradienssel /0-0.4 M NaCl , 0.01 M Tris-HCl pH=7.5 

pufferten oldva/ eluáltuk a fehérjéket. /А kromatográfiát 

ezúttal 4°C-on végeztük/. Ismét a DNáz és RNáz aktivitást 

is tartalmazó frakciókat gyűjtöttük Össze, egy éjszakán 

át dializáltuk 0.01 M Tris-HCl pH=7.5 pufferrel szemben 

fiiajd liofilizálással töményitettük az enzimet. A tisztí­

tott enzim legalább három hónapig megőrizte az eredeti ak­

tivitást. Az enzim tisztítás lépéseit, jellemzőit mutatják 

a következő ábrák /1. ábra, 2. ábra, OH. Táblázat/,
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1. ábra: 21 napos Avena levél foszfát-észter kötést hasi­
tó enzimjeinek kromatográfiája Sephadex G-75 
oszlopon.

A 4o g levél 0.05 M Tris-HCl ph=7.5 pufferrel készült 
nyers kivonatából, SO %-os aiuraoniumszulfát telítéskor 
kapott csapadékot feloldottuk 3 ml 0.01 M Tris-HCl pH=7.5 
pufferben, és Sephadex G-75 /2.4xloo cm/ oszlopra rétegez- 
tük.
Az oszlopot 0.01 M Tris-HCl pH7.5 pufferrel mostuk, és 3 
ml-es frakciókat gyűjtöttünk. Mértük a frakciót fenérje 
tartalmát /А 
tását.

ji& Rbáz és DNáz, valamint foszfatáz aktivi-28o

fehérje /А280 Г
•—• Rház aktivitás,

o~—-o—о DNáz aktivitás,
л—д—д foszfatáz aktivitás.
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2« ábra: A 21 napos zab levél nukleáz I. enzimjének 
tisztítása ioncserélő kroiaatgorá fiával.

A Sephadex G-75 oszlopról lejövő, Шаг és RNáz aktivitást 
mutató frakciókat /52-62/ ОЕЖЕ cellulóz oszlopra /0.8 cm 
x 50 cm/ rétegeztük és a fehérjéket lineáris NaCl grádi- 
enssel /0-0.4 М/ eluáltuk. A frakciók térfogata 3 ш! volt.

Rház aktivitás,
Dház aktivitás, 
foszfatáz aktivitás.
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II. Táblázat

Ö80Z“
fehérje

Nukleá*
aktivitás
egység

Specifikus
aktivitás

egység/mg
Térfogat Tisztitás hozam 

fokaFrakció ■1 %mg
x *■

I
k--cc

nyers
kivonat I132 60s 1Э29 3.1 1 íoo

Sephaoex $ 75 
frakciók 
52 - 62

33 17.6 330 47.2 15.2 43

OkAE cellulóz 
frakciók 
63-76

12 2730.7 390 14126.6

A zab levél nukleáz I. enzimjének tisztifcása. * - Kunitz egység.
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Л dohányiaozalk virus tisztítása

A virus fertőzött, mozaikos leveleket szárazjégben 

megfagyasztva száraz porrá törtük, majd 0.1 M Na-foszfát 

puff erben рЫ*=7 eldörzsöltük, és állandó keverés közben 

hagytuk 4°C-ig felmelegedni. A szuszpenziót 10 ÖOO g-vel 

30 percig centrifugáltuk. A feltáraltan sejtektől, sejt- 

törmelékektöl megtisztított felüluszót 80 OOO g-vel 1 órán 

át centrifugáltuk. /BECKMAN 1*2 65B centrifuga, Ti40 rotor/. 

A csapadékot 0.1 M foszfát pufferben pH=7 egy éjszakán át 

állni hagytuk. Másnap megismételtük az alacsony, /10 OOO g, 

30 min/ és a magas /80 OOO g, 60 min/ fordulatszámú centri­

fugáidat és a foszfát pufferben való szuszpendálást. Mind­

addig végeztük ezt a ciklusos tisztítást, amig a virus 

szuszpenzió nem lett teljesen pigiaent-mentes, és UV-fény- 

abszorpciós spektruma jellemző a dohánymozaik viruséra.

A dohánymozaik virus mennyiségének a meghatározása

A vizsgált kivonat Celites szuszpenziójával bekentük 

1.5 cm átmérőjű Xanthi ne. levélkorongok felületét. A ko­

rongokat Petri-csészében, nedves szűrőpapíron, megvilágí­

tás mellett inkubáltuk, és 48 óra múlva számoltuk a kifej­

lődött léziókat.



20 -

Fehérje meghatározás

Polin reagenssel, Lowry módszere alapján végeztük,

szérum albumint használva standardként.

B. A Nukleinsavak Jellemzése

DEP-mődszer /Solymosy et al. 1970,Nukleinsav kivonás I.
55/

/Minden műveletet 4°C-on végeztünk/.

A növényi szövetet tizszeres /д/ml/ mennyiségű 0.05 

M Tris-IiCl, pH=7.6, 0.1 % SDS, 0.05 M MgCl2 oldattal VirTis 

késes homogenizátorban, vagy Potterben, kétszer 20 rap-ig 

homogenizáltunk. Ezután 10 ml-ként 0.3 ml DEP-et adtunk a 

kivonathoz, és még egyszer maximális sebességgel homogen!« 

záltuk. A DEP felesleget 5 perces, 37°C-os inkubálással, 

a sejttörmelékeket pedig 8 ooo g, 15 perces centrifugálással 

távolitottuk el. A felüluszóhoz 10 ml-ként 1 g szilárd 

NaCl-t adtunk. Isaiét 37°C-on, 5 percig inkubáltuk a kivona­

tot, majd a denaturálódott fehérjéket lo ooo g-vel, 20 per­

cig ülepítettük. A nukleinsavakat tartalmazó felüluszóhoz 

0.5 térfogat 0.3 M Na-acetátot és 2.5-szeres térfogat 96 %~ 

os etanol elegyét öntöttük, s egy éjszakán át 4°C-on tar­

tottuk.

A nukleinsav csapadékot centrifugálással összegyűjtöt­

tük /lo ooo g, 5 perc/, s a csapadékot 75 %-os etanollal két­

szer mostuk. A csapadékot vagy közvetlenül az elektroforé-
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zishez használt pufferben /2 g levél esetén 0.5 ml/ vagy 

pétiig 0.5 % SDS tartalmú, 0.15 M Na-асеtáthan oldottuk 

fel, és mégegyszer alkohollal kicsaptuk. A megfelelően mo­

sott, 200-400 pg tartalmú nukleinsavat 0.05 M Tris-HCl 

pH=7.5, 0.002 M MgCl0-ban oldottuk, majd Worthington RNáz 

mentes DNázzal II. /10 pg/ml végkoncentrációban/ 4°C-on 

ÍO percig emésztettük. 0.15 M Na-acetát /0.1 % SDS hozzá­

adása után alkohollal ismét kicsaptuk a nukleinsavakat, 

majd végezetül a csapadékot az elektroforézis pufferében 

oldottuk fel. о

Nukleinsav kivonás II, Fenol módszer /Ingle and Burns, 1968,
23/

Az apróra vágott leveleket tízszeres /д/ml/ arányban 

homogenizáltuk 0.01 M Tris-UCl, pH=7.6, 1 % TNS, 6 % PÁS, 

0.05 M NaCl, 0.005 M MgCl2 oldattal VirTis, illetőleg Pot­

ter homogenizátorban. A kivonó pufferrel azonos térfogatú 

fenol-krezol elegyet /80 % fenol, 10 % m-krezol, 0.1 % 8- 

-hidroxiquinolin/ adtunk a szuszpenzióhoz, s szobahőmérsék­

leten 10 percig erőteljesen ráztuk. 5000 g-vel, 10 percig 

centrifugáltuk és a vizes fázist leszívtuk. A fenolozást 

még kétszer megismételtük. A végső fázishoz 0.5 térfogat 

0.3 M Na-acetátot és 2.5-szeres 96 %-os alkoholt adtunk.

A továbbiakban mindent az előző módszernél leírtak szerint

végeztünk.
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Kloroplaszt RKS izolálása /Leaver and Ingle, 1971 - 32/

A levélszövetet négyszeres térfogatú jéghideg oldat­

tal /0.33 M sorbit, 5 mii MgCl^, 1 mM KaCl, 2 mM Na-aszkor- 

bát, 50 mM UEPES рЦ®=6.5/ VirTis-ben rövid i<jeig, 5-10 sec, 

homogenizáltunk. A kivonatot gézen történő szűrés után 

centrifugáltuk. /4000 g, 90 mp/. A kloroplasztokból és sejt­

magokból álló csapadékot 0.33 M sorbit, 1 mM DTT, 50 raM 

HEPES, IO mM MgCl2 plí=7.8 pufferrel egyszer átmostuk, majd 

2 % Triton X-100-t tartalmazó 30 raM KCl, 0.01 M Tris-KCl 

ph—7.4, 0.01 M MgCl^ pufferben nagyon óvatosan szuszpen- 

dáltuk, Triton X-lOO jelenlétében a kloroplaszt membrá­

nok szétestek, mig a sejtmag membránja ép maradt. A sejt­

magoktól és egyéb törmélékektől centrifugálással tisztítot­

tuk meg a kloroplaszt lizáturaot /25 OOO g, 10 perc/. A klo­

roplaszt kivonatot összekevertük kétszeres detergens koncent­

rációjú, azonos térfogatú kivonó pufferrel, és a nuklein- 

sav kivonást a DEP-ruódszernél leírtak szerint folytattuk.

Sejtalkotórészek elválasztása '/Leaver and Key, 1970, - 31/.

10 g levelet VirTis-ben homogenizáltunk /5 mp, max. 

fordulat/ 30 ml kivonó pufferben /0.4 M szaharóz, 0.1 M 

Tris-HCl,pH=7.5, 0.05 M KCl, 0.005 M MgCl2/. Gézen átszűr­

tük, majd Triton X-100-at adtunk a szürlethez úgy, hogy a 

végkoncentrációja 1 % legyen. /А Triton X-lOO-t a követke-
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zo pufferben hígítottuk: 0.01 M Tris-HCl, рН=*7.5, 0.05 М 

KCl, 0.005 М MgCl2/. Ä horaogenátumot centrifugáltuk 

/15 000 д, 15 perc/, s a csapadékot használtuk шад frak­

cióként, a felüluszót pedig Spinco 50.1 rotorban centrifu­

gáltuk, /40 OOO rprn, 80 OOOg, 2 óra/. A csapadékot szusz- 

pendáltuk 0.01 M Tris-HCl, pH=7.5, 0.002 M MgC12 puffér­

őén, majd egy rövid idejű, alacsony fordulatszámú centri- 

fugálás után 1.4 ml kivonatot 20 ml 1 M szaharóz /0.001 

M Tris-HCl, pH=7.5, 0.05 M KC1, 0.005 M ИдС12-Ьап oldott/ 

tetejére rétegeztünk. A riboszómákat 3 órás, 80 OOO g-e 

centrifugálással ülepítettük /Spinco 50.1 rotor, 40 OOO 

rpru/.

A nyers mag és a riboszórua frakcióból egyaránt az I. mód­

szer szerint vontuk ki a nukieinsavakat.

Izotóp jelülés

32PA levágott leveleket levélnyelükkel 0.5-1 ml 

^H-uracil izotóp oldatba állítottuk /0.1 mCi/levél/, 

miközben a felszívódást ventillációval segítettük elő. 

30-45 perc múlva desztillált vizet Öntöttünk az edényké­

be, s különböző ideig folytattuk az inkubálást.
32 3A P hordozómentes volt, a K-uracil specifikus ak~

32tivitása: 4.43 Ci/mmol volt. Szükség esetén a KH2P 

dat píl-ját Tris-oldattal 6-7 közé állítottuk be.

vagy

°4 ol~
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Poliakrilamid gélelektrofogézis /Loening, 1967 - 34/.

2.4 % poliakrilamid géleket készítettünk 0.6 cm át­

mérőjű, 8 cin hosszú plexi csövekben.

A polimerizácios elegy 2.4 % akrilamidot, 0.12 % bis-akril- 

amidot, s az elektroforézishez használt puffert tartal­

mazta. Az oldott levegő eltávolítása után NNN'N'-tetraxaeti- 

léndiarain és 10 %-os ammoniumperszulfát /0.0033 ni, illető­

leg 0.33 ml/g jelenlévő akrilamid/ hozzáadásával indítottuk 

a polimerizációt.

Az elektroforézishez a következő puffereket használtuk: 

a/ EDTA-SDS puffer: 36 mM Tris, 30 mM Naíi2P04, ImM EDTA-Na2

pH = 7.8,

36 mM Tris, 30 mM Naü2P04,lOmM KgCl2 

PH = 7.8,

с/ alacsony só koncentrációjú puffer:

b/ Mg-puffer:

30 mM Tris, 16 mM HC1, 0.1 mM EDTA,

pH = 8.1.

Amennyiben külön nem jelezzük, a Mg-puffert használtuk. Az 

EDTA-SDS pufferhez futáskox* 0.2 %, az alacsony sókoncentrá­

ció ju pufferhez 0.1 % végkoncentrációban SDS-t adtunk, és 

az elektroforézist ilyenkor szobahőmérsékleten végeztük.

A másik két puffer jelenlétében 4°C-on történt az elektro - 

forézis.

Félóra elofuttatás után az 40 цд nukleinsav tartalmú 

mintát lo~5o pl-ben, 0.5 % Rbáz mentes szaharáz jelenlétében 

rétegeztűk a gélekre. Az elektroforézist 3 óra hosszat
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6 ща/cső áramerősség mellett végeztük, 

leinsavakat 265 mp-nál történő fényabszorpció alapján 

Joyce-Loebl Chromoscan-en lokalizáltuk. Radioaktiv minták 

esetén, a két tus-szurással megjelölt gélt szárazjégben

A géleken a nuk-

az eredeti hosszának megfelelően megfagyasztottuk, és Mickle
32gélszeletelőn 1 ram-énként felvágtuk. P jelöléskor a sze­

letkéket közvetlen, szűrőpapír korongokra szárítottuk, és 

toluolos szcintillátor-ele<*yben /5 g PPO, 0.3 g POPOP ÍOOO
Оml toluolban/ határoztuk meg a beütések számát. A H-jelzett 

gélszeleteket 0.5 ml 33 %-os H^ü^-ban egy éjszakán át 65°C- 

on roncsoltuk, majd lOO pl mintákat 5 ml Bray oldatba pi~ 

pettáztunk /20 ml etilénglikol-, lOO ml metanol, 3 g PPO,

0.2 g POPOP, 60 g naftalin, 880 ml dioxán/. Packard Tri-Carb

szcintillácios spektrofotométeren mértük a radioaktivitást.
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III.

A kísérletek leírása

A. Nukleázok Jellemzése

1. A vena nukleázok

A zab két fő ribonukleázának az elválasztása, saját­

ságainak a megállapitása lehetővé tette, hogy a két enzim 

egyidejű vizsgálatával pontosabban megismerhessük a külön­

böző körülmények között kialakuló ribonukleéz szint emel­

kedését.

a/ A két enzim aranya különböző korú levelekben

A fiatal levelek nyers kivonatában mérhető RNáz aktivi­

tásnak kb. 80 %~át az Rfcáz-I. alkotja, az idősebb levelek­

ben viszont felhalmozódik a nukleáz-I. A különböző korú le­

velekből készült kivonat Sephadex G-75 oszlopon végzett kro- 

matográfiája alapján a két enzim mennyiségét, és arányát

tünteti fel a következő táblázat;

Nukleáz mennyisége £ A a 

Nukleáz I.

/ml reakcióelegy 

RNáz I./nukleáz I.
2bo

RNáz I.

6 napos 

14 napos
21 napos

740 4980
4680
2880

6.7
1200
2040

3.9
1.4
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Az eredmények tükrözik, hogy a levél korának az előre­
haladtával valóban, fokozatosan nő a nukleáz-I. szintje,

ami az idős levelekben az RNáz-I.-gyel azonos szintet ér­

het el.

b/ A két enzim aránya a levelek mesterséges öregité-

sekor

Minthogy a nukleáz-I mennyisége az öregedés során nő 

meg, a fiatal levelek sértésekor ellenben az RNáz-I. szint­

je emelkedik meg, összenasonlitottuk a két anzira arányát 

IQ napos levél mesterséges öregitésekor /a levágott leve­

leket nedves szűrőpapíron tartottuk, Petri-csészében/.

/ml reakcióelegyNukleáz mennyisége 21 Д A 

Nukleáz I. RNáz I.
Levágás után 

eltelt idő
26o

RNáz I./Nukleáz I.

ö óra 920 4590 5.0

9.38 óra 9850990

96 óra 2680 13200 4.9

12 kísérlet megvilágította, hogy a levelek levágása 

után két folyamat különíthető el. Először a sértés miatt
t

létrejövő változások az uralkodőak /1. RNáz-I. növekedé­

se/, és az ilyenkor ráérhető nagyfokú nukleáz aktivitás 

nem a meggyorsult öregedésnek a következménye /mint azt ko­

rábban gondolták/. Később kerülnek csak előtérbe az örege­

dés jelenségei, arait tükröz а 96 óra utáni nukleáz-I. szint.
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с/ A_növénvi_horraonok_hatása_a két_en2iiare

A zab két fő nukleáza valóbem eltérő szerephez jut­

hat különböző fiziológiai folyamatokban /1. öregedés, szö­

vetsérülés/, ezért a továbbiakban megvizsgáltuk miként 

hatnak egyes növekedési hormonok a levágott levélben ezek­

re az enzimekre.

Benzimidazol, kinetin és abszcizin sav kezelés után 

néztük az egyes nukleézok mennyiségét. A levágott leve­

leket megfelelő koncentrációjú hormon oldat felületén úsz­

tattuk különböző ideig, mig a kontrolt desztillált viz fe­

lületére tettük.

A Lenzimidazol és a kinetin esetében előbb a nyers 

kivonatban mérhető nukleáz aktivitás meghatározásával meg­

néztük e hormonok hatásának idő és koncentráció függését.

0.01 mM - 0.5 mM benzimidazol és 0.02 mM - 0.1 rnM ki­

netin azonos mértékben hatott, mégpedig oly módon, nogy a 

kinetin csökkentette, a benzimidazol ellenben a kontrolhoz

képest fokozta a nukleáz szintet. A kezelés idejének a függ­

vényében a kinetin hatásának a tendenciája nem változott, 

mig a benzimidazol hosszú idejű inkubálás során /24 óra/ 

ellenkezőleg befolyásolta a nukleáz szintet, mint a rövid 

idejű kezelés során /6 óráig/, azaz a kinetinhez hasonlóan.

de kisebb mértékben csökkentette a nukleáz szintet. A három

hormon hatását az egyes nukleázokra a III. táblázat mutat­

ja.



III. Táblázat

Nukleáz mennyisége a kontrol /-/ és a hormon- 

kezeit /+/ levelekben Nukleáz mennyisége 

a 0 - idős 

kontrolban
Kinetin
0.05 mM

+ +/-

Abszcizinsav 

0.005 mM
Benzimidazol 

0.5 mM
+ /“ + /-+ +

Ribonukleáz 16.8 9.0 0.53 12.6 24.6 1.95 14.4 25.2 1.75 7.1

Nukleáz I. 5.7 5.5 0.96 8.8 9.4 1.06 6.0 6.6 1.15 5.8 l
КЗAlkalikus 

foszfodieszteráz
<30.5 0.5 1.00 0.9 0.8 0.89 0.6 1.000.6 0.7
I

Három hetes zab növények primer levelét levágás után Petri-csészében 
desztillált viz /-/ illetőleg normon oldat /+/ felületén három óra 
hosszat inkubáltuk, majd a nukleázokat a Módszerekben leírtak szerint 
kivontuk, elválasztottuk.
A nukleáz mennyiséget L A A 
fejeztük ki.

0-ido3 kontrol az inkubálás kezdete előtt meghatározott nukleázt 
jelenti.

és I. b A /foszfodieszteráz/ értékkel26o 4oo
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Л levágott levelek esetében tehát, a rövid idejű hormon- 

kezelés a következő módon befolyásolta az egyes nukleázok-

nak a szintjét.

- a nukleáz I.-re lényegében egyik hormon sem hatott,

a benzimidazol és az abszcizin sav a ribonukleáz I.

szintjét egyaránt növelte.

- a kinetinnel kezelt levelek, a kontrolhoz képest ala­

csonyabb aktivitást mutattak.

2. A dohány nukleázai egészséges és DMV-sal fertőzött le-

velekben

a/ Foszf átészter_ kötást^hasitó_enzimek_a_dohánylevél- 

ben.

A zab levélhez hasonlóan homogenizáltuk a dohány le­

veleket. A dohányban nagy mennyiségben jelenlévő polifeno- 

lok eltávolítása végett dializáituk a kivonatot, majd am­

moniums zulf át telités után Sephadex G-75 oszlopra vittük 

a fehérjéket. A kromatográfia eredménye látható a 3. ábrán. 

A foszfát-észter kötést hasitő enzimek a zab-levélhez ha­

sonló eloszlást mutatnak a következő kis eltéréssels

- nem tartalmazzák a zabban kimutatott két minor ribonuk-

leázt,

- a dohányban található egy nukleáz, amit a zabban nem le­

hetett kimutatni /35-45 frakció/.

A nyers kivonat ribonukleáz aktivitásának a 80 %-a ebben
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3. ábra; A dohány levél foszfát-észter kötést hasitő 
enzimjeinek kroraatográfiája Sephadex G-75 
oszlopon.

Teljesen kifejlődött Xanthi dohány leveleket /2o g/ há­
romszoros /д/ml/ mennyiségű 0.05 M Tris-HCl pH=7.5 риг- 
ferrel eldörzsöltünk. A kivonatot éjszakán át dializáltuk 
O.Ol M Tris-HCl, ры=7.5 pufferrel szemben. A fehérjéket 
ammóniumssulfáttal 80 %-os telités mellett kicsaptuk,
5 ml 0.Q1 M Tris-HCl pH=7.5 pufferben feloldottuk, majd 
2.2 x loo cm Sephadex G-75 oszlopra rétegeztük, 0.01 M 
Tris-HCl pK=7.5 pufferrel eluáltunk, és a frakciók enzim- 
aktivitását meghatároztuk.

«--«—® RNáz aktivitás A A /ml - per 3o perc.
/ml - per 30 perc.
/0.1 ml - per 20 perc.

/Э. 1 nil - per 20 perc.

26o 

26o 

4oo
□ —_д—q foszfodieszteráz akt. A A

DNáz aktivitás A A
4—д—д. foszfatáz akt. A A

4oo
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az esetben is az RNáz-I.-re vezethető vissza /mint a fia­

tal zab levelekben/, az öregedő levelekben viszont kisebb

mértékű a nukleáz-I. felhalmozódása, mint az idős zab le­

velekben.

bf Nukleáz_szint_a_fertozött_levelekben

A fertőzés okozta nukleáz változás vizsgálatát az é- 

rett egészséges és DMV-fertőzött Xanthi ne. levelekből ké­

szített nyers kivonat nukleáz aktivitásának az összeveté­

sével kezdtük.

A vizsgált leveleknek az egyik felét inokuláltuk, a 

másikat pedig celites szuszpenzióval kezeltük. A két levél­

félből az inokulálást követően különböző időben mintákat

vettünk, és meghatároztuk ezek nukleáz aktivitását /RNáz, 

DNáz/, valamint lokál-léziós assay-vel a virus tartalmát. 

Az eredményeket a 4. ábra tünteti fel az inokulálás után 

eltelt idő függvényében /А DNáz aktivitás nem változott/. 

Látható, hogy a fertőzés utáni első időszakban /a léziók 

megjelenéséig/ mind a kétféle mintában egyaránt nőtt az 

RNáz aktivitás, majd a következő periódusban /a fertőzés 

utáni 15-20 óra között/ a fertőzött levél fokozott RNáz 

aktivitást mutatott. Ez az eiaelkedés azonban 20 óra tájé­

kán leállt, és a jelentős virusszaporodás ellenére sera 

változott, s igy 40 órára a közben fokozatosan emelkedő 

kontrollal azonos értéket mutatott.
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4. ábra: А üohäny-mozaik-virus fertőzés hatása Xanthi 
levelek ribonukleáz aktivitására.

£p növény fél levelét vírussal inokuláltuk, a levél másik 
felét pufferes Celite-tel bedörzsöltük. Különböző időtar­
tam után 1.5 cm átmérőjű korongokat vágtunk ki, a fertő­
zött és kontrol részből egyaránt, és lo korongot 0.05 M 
Tris-HCl pH=7.5 pufferrel /5 ral/ eltíörzsöltük. /А kivonás 
előtt a levél felületét 2 %-os ЫаОЫ-оIdáttál lemostuk, 
hogy a felületre tapadt virus részecskéket eltávolitsuk/. 
A levél-kivonatok RNáz aktivitását és virus tartalmát ha­
tároztuk meg.

A----— Д-----д o.l ml kivonatban lévő virus okozta léziószám,
RNáz aktivitás az egészséges levél-kivonatban,•------ф----- ©
Rkáz aktiiitás a fertőzött levél-kivonatban, 

/0.1 ml kivonat per 3o perc/
о---- о---- о

/Л А26о
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Még kifejezettebbnek látszott, hogy nincs közvetlen 

összefüggés a virus szaporodás és az RNáz aktivitás emel­

kedés között, ha a kísérleteket kivágott levélkorongokon 

végeztük /5. ábra/.

Ebben az esetben az RNáz aktivitás-emelkedés sokkal

kifejezettebb volt, azonban mind a kétféle korongban azo­

nos mértéket mutatott, ügy látszik, hogy a levágás, plusz 

a celites bedörzsölés kimerítette a sejtek ribonukleáz 

szintetizáló kapacitását. Néhány kísérletben a fertőzött 

korongban egy kicsit magasabb aktivitást találtunk, azon-

ban a görbe lefutása ilyenkor is teljesen azonos volt a

kontroléval.

A fertőzött és egészséges levél-kivonat nukleázainak 

Sephadex G-75 kromatográfiás elválasztása arra utal, hogy 

a megfigyelt aktivitás emelkedést nem egy uj nukleáznak 

a megjelenése, hanem a ribonukleáz-I. szintjének a meg­

növekedése okozta.
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5. ábra г A dohánymozaik virus fertőzés hatása Xanthi le- 
vélkorongok ribonukleáz aktivitására.

Több levélből 1.5 cin átmérőjű korongokat vágtunk ki, és 
azokat inokuláltuk a virussal, a kontrol korongokat pe­
dig pufferes Celit-tel dörzsöltük be. Petri-csészében, 
nedves szűrőpapíron inkubáltuk a korongokat, és különbö­
ző időpontban meghatároztuk 10 korong nukleáz aktivitá­
sát és virus tartalmát /a lü korongot 5 ml 0.05 M Tris- 
HCl pH=7.5 pufferben homogenizáltuk/.

0.1 ml kivonatban lévő virus okozta léziószám,

Rbáz aktivitás a kontrol levélkorongokban, 
Шаг aktivitás a fertőzött levélkorongokban.
/А A

•—•—•
o—о—о

/0.1 ml kivonat per 30 perc/.26o
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В/ A dohánymozaik vírusfertőzés és a gazäa rRNS szintézise

Alihoz, hogy megtudjuk, miként változtatja meg a DMV 

fertőzés a gazda rRNS szintézisét, és eldönthessük, hogy 

elsődleges szerepet játszik-e a rRNS szintézisének gát­

lása a fertőzés utáni nukleinsav-anyagcsere megváltozásá­

ban, először meg kellett néznünk az egészséges levélben 

történő rRNS szintézist.

1. Az egészséges növény rRNS szintézise

Először meghatároztuk az izotóp jelölés optimális 

körülményeit. Ép levelek esetén az ilyen jeliego kísér­

leteknek nagy problémája, hogy nehéz azonos körülményeket 

biztosítani az izotópnak a sejtekbe való bejutásához, és 

a nagy, különböző lokalizációju foszfát és nukleotid pool 
megléte miatt egzakt kinetikai mérések nem végezhetők. 
Kísérleteink során, ezért nagy izotóp feleslegbe állítot­

tuk a leveleket, mindig csak az azonos leveleken, egy je­

löléskor kapott száraértékeket hasonlítottuk össze, és min­

den kísérletet több alkalommal megismételtünk, ű.l mCi/le­

vél P32 használatakor, a ml körülményeink között, a be-
32épült P mennyisége legalább 8-12 órán át lineáris volt;

a kloroplaszt rRNS-ekbe csak 3 órás inkubálás után lehe­

tett inkorporációt kimutatni. A nukleinsavakra sokkal spe-
3

cifikusabb И uracillal hasonló jelölés eloszlást kaptunk,
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igy a kísérletek döntő többségét az egyszerűbben mérhető 

^2-vel végeztük.

Pulzus jelölt nukleinsav poliakrilamid gélelektrofo-

és olcsóbb P

retikus elválasztását mutatja a 6. ábra.

Az irodalmi adatoknak megfelelően a jelölt RNS egy 

része heterogén eloszlást mutat /heterogén nukleáris RNS/, 

más része a nagy molekulasulyu tartományban két illető­

leg 3 csúcsot alkot, amelyek 2.3 - 2.6 x lo6 d, 

x lo6 d rRNS prekurzoroknak, illetőleg az 1.3 x lo6 

héz citoplazmatikus rRNS-пек felelnek meg /31, 49, 8/.

A nagy molekulasulyu prekurzor /2.3 - 2.6 x lo^ d/ a do­

hány levélben is valószínűleg két komponensből áll, mi­

ként azt az élesztő, spenót, borsó, répa és juhar sejtek 

esetében kimutatták /49, 19, 8, 31/. A nagy molekulasu­

lyu prekurzorok mindkét nukleinsav kivonási módszer hasz­

nálatakor azonosak voltak, ami sugallja azok valódi /nem 

műtermék/ mivoltát, másrészt bizonyítják, hogy a DEP-raód- 

szerrel a rRNS-ek gyorsan jelölődő prekurzorai ugyanolyan 

mértékben kinyerhetők, mint a fenolos elegy használatakor. 

Ennek a frakciónak a prekurzor természetét részint akti- 

«lonicin D jelenlétében végzett chase kísérlettel, részint 

a jelölésnek a különböző sejtfrakcióban való megoszlásával 

néztük.

az 1.4 x

d ne-

A chase kísérletben, az inkubálás során a nagy mole­

kulasulyu régióban csökkent a beütés, mig ezzel egyidejű­

leg az érett rRNA-ban nőtt a radioaktivitás.
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6. ábra; A dohány levél gyorsan jelölődő ribonuklein­
savainak gélelektroforetogramja.

394 közepes nagyságú levelet jelöltünk 0.4 iüCí P “ 
fúttal egy óráig. A nukleinsavakat fenol módszerrel von­
tuk ki, DNáz emésztettük és poliakrilamid gélen futtattuk. 
A poliakrilamid gélelektroforézist alacsony só koncentrá­
ciójú pufferben 6 óra hosszat, 3.2 mA/cső áramerősséggel 
végeztük.

fosz-

rédioaktivitás,

------- --- relativ optikai sűrűség,
c - citoplazmatikus nehéz rRNS, 
d - kloroplaszt 
e - citoplazmatikus könnyű rRNS, 
f - kloroplaszt

nehéz rRNS,

könnyű rRNS.
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Tökéletes chase-t nem lehetett végezni a prekurzor pool 

nagysága és a nem ÍOO %-os aktinomicin D gátlás miatt.

A sejtkomponensek elválasztása /7. ábra/ során a 

nagy molekulasulyu, pulse kísérletekben jelölődő RNS-t 

csak a megfrakcióban találtuk, és a felüluszóban csak a 

rRNS-ekben mértünk beütést. Ez Összhangban áll Leaver és 

Key /31/ eredményével, akik kimutatták, hogy a 2.3 ill. 

2.6 x loG d, az 1.4 x lo~ d és 0.9 x lo^ 

a megbán szintetizálódnak és a citopiazmába már csak a 

nukleolitikus hasítás, metilezés során kialakult érett 

rRNS-ek kerülnek. A rRNS prekurzorok további jellemzését, 

azonosítását nem végeztük el /bázis analízis, hibridizá- 

ció, inetil ii -donorral való jelölés/, mivel azokat csak 

abban az esetben tartottuk indokoltnak, amennyiben a vi­

rus fertőzés során sikerül lényeges rRNS szintézis gáti 

lást kimutatnunk.

a prekurzorok

2. A fertőzött növény rRNS szintézise

Kísérleteink idején a növényeinket nem tudtuk azonos, 

ellenőrzött körülmények között nevelni. A fertőzési cik­

lus időbeni lefolyását nagy mértékben befolyásolják a 

külső időjárási tényezők, ezért kísérleteink Összehason­

lítási alapjául a különböző szimptómáknak a megjelenését 

tekintettük, mivel ezek a virus szaporodásának a meghatá­

rozott fázisát jelentették.
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7. ábra: Dohány levél pulzus jelölésekor a rádioaktivitás az ös3*~ 
-nukieinsav kivonatban /А/, a mag /В/ és a riboszómális 
frakcióban /С/

326 levelet /kb. 11 g/ 0.6 mCi P foszfáttal egy óra hosszat jelöltünk, 
majd 10 g-ból a Módszerekben leírtak szerint elválasztottuk a mag és 
a riboszómális frakciókat , 1 g-ból pedig közvetlenül kivontuk a nuk- 
leinsavakat DEP módszerrel.

a - DNS
c - citoplazmatikus nehéz гШБ 1.3 x lo^ d 
d - kloroplaszt nehéz rRh'S 1.1 x loG d rádioaktivitás 

rel.optikai sűrűsége - citoplazmatikus könnyű rRNS 0.7 x lo^d 
f - kloroplaszt könnyű rRNS 0.56x lo^d
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A "vela clearing"-et mutató levelekre jellemző, hogy 

ebben a rendszerben valósul meg leginkább a levélsejtek 

szinkron fertőződése, és ebben az esetben a legnagyobb 

mértékű a virus felszaporodása. A tünetek az intenziv vi­

rus szaporodás /exponenciális szakasz/ befejeződése után

legkésőbb 24 órán belül megjelennek, igy ezek a levelek

a "korai" változásokat tükrözik.

A mozaikos szimptorna az inokulálást követően sokkal

később fejlődik ki /10-12 nap/, és mivel a kísérleteinkhez

10-12 cia-es leveleket használtunk, /amelyekben már lelas­

sult a virus szintézise/ ezek a fertőzés következtében ki­

alakuló késői változások jellemzőinek tanulmányozására

voltak alkalmasak.
A különféle szimptómáju levelek rRblS szintézisét rö­

vid és hosszú jelölés során összehasonlítottuk az egész­

séges kontroléval. Minden egyes tünetnél legalább 20 eset­

ben elvégeztük mind a kétféle jelölést független kísérle­

tekben, és egyik esetben sem sikerült lényeges eltérést 

kimutatnánk a fertőzött és az egészséges levél között. 

Jellemzésképpen bemutatjuk a mozaikos levéllel végzett 6 

órás jelölés eredményét /8. ábra/. Mivel ez az eredmény 

ellentmondott a meglevő irodalmi adatoknak a következő 

ellenőrző kísérleteket végeztük el, az esetleges módszer­

tani hibák kiküszöbölése végett.
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S. ábra: Mozaikos tüneteket mutató fertőzött levél /А/, és a
megfelelő egészséges levél /Ъ/ nukleinsavainak a gél­
elek troforetikus elválasztása.

32h leveleket 6 óra hosszat jelöltük 0.1 raCi/levél P 
tál, a nukleinsavakat fenol módszerrel kivontuk, DNáz emész­
tettük, és poliakrilamid gélen elválasztottuk.

foszfát­

ig DMV-RNS
c - citoplazmatikus nehéz 
d - kloroplaszt 
e - citoplazmatikus könnyű rRISIS 
£1- kloroplaszt

radioaktivitás,
optikai sűrűség /relativ/. nehéz rRNS

könnyű rRNS
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a./ Kétféle nukleinsav kivonási módszert használtunk, 

és mindkét esetben azonos eredményeket kaptunk.

A BEP-módszernek ezúttal két előnyét akartuk kihasz­

nálni. Egyrészt a fenol módszerrel szemben lehető­

séget nyújt sokkal kevésbé degradált nukleinsavak- 

nak a kivonására, másrészt lehetővé teszi a gazda 

nukleinsavainak a preferenciáiis elemzését a fertő­

zött növényekben. Bagi és mts. ugyanis kimutatták, 

hogy a DMV-fertőzott levelekből a gazda rRKS-ei sze- 

lektive kinyerhetők a virus RNS kivonása nélkül /4/.

b./ Fräser a fertőzött levelekben nemcsak a klorojslaszt 

rRNS-ek szintézisének a leállását, hanem a fokozot­

tabb degradációját is megfigyelte, ezért megnéztük, 

vajon nem játszik-e lényeges szerepet a csökkent szin­

tézis kimutatásakor az a tényező, hogy a lebontásra 

fokozottabban hajlamos kloroplaast rRNS-ek a kivonás 

és az elemzés során lebomlanak. Leaver és Ingle /31/ 

kimutatták, hogy kétértékű kationok távollétében az 

l.lxioGd kloroplaszt rRNS lebomlik, ezért a fertőzött 

és egészséges növények nukleinsavainak az elemzését 

elvégeztük Mg ion távollétében is. Tehát olyankor 

is összehasonlítottuk azt egészséges és a fertőzött 

levelek nukleinsavait, amikor sem a kivonó, sem az 

elektroforézis puffer nem tartalmazott kétértékű 

kationt, illetőleg Mg jelenlétében vontunk ki, de 

SDS-EDTA rendszerben választottuk el az egyes nuklein-
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sav komponenseket* Egyik féle kísérletben sémi tud­

tuk a fertőzött levelek kloroplaszt rRhS-einek a pre­

ferenciáid degradációját észlelni.

c./ Az esetleges változás jobb kimutatása érdekében az

izolált kloroplasztokból nyert nukleinsavak gélelektro- 

forézisét is elvégeztük, hogy kiküszöböljük a cito- 

plazmatikus rRNS-eknek az esetleges zavaró hatását 

a gélelektroforézis értékelésekor. Ez látható a 9. 

ábrán.
Ezúttal sem találtunk különbséget a fertőzött és a 

kontrol növények között.
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32P-foszfáttal jelöltük 14 óra hosszat. A kloroplasztA leveleket
izolálást, nukleinsav kivonást a Módszerek-Len leirtak szerint vé­
geztük.

radioaktivitás, 
relativ optikai sűrűség.
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III.

KÖVETKEZTETÉSEK

A.

1. A zab levél nukleázainak vizsgálata a kísérletek ezen

fázisában az alábbi megállapításokra vezettek:

a/ Idős levelekben a korábban minornak vélt rlbonukleáz

aktivitás az RNáz-I.-gyel azonos szintet érhet el.

Az aktivitásért felelős enzim, a nukleáz-I. sajátossá­

gaiban lényegesen különbözik a fiatal levelek fő ribo- 

nukleázától, /szubsztrát specificitás, pH optimum, ion­

érzékenység, lokalizáció/ és attól jól elkülöníthető 

molekulasúlya és enzimaktivitása alapján.

Mások /6/ nehéz vízzel történt jelölés alapján bebizo­

nyították, hogy az öregedésre specifikus nukleáz akti­

vitás-emelkedés ae novo enzimszintézis eredménye.

b/ A zab levél öregedésre specifikus nukleáza, a nukleáz-I. 

valószinüleg egységes enzim. A tisztított fehérje /13о x/

ugyan rlbonukleáz, dezoxiribonukleáz és 3'nukleotidáz 

aktivitást egyaránt mutat, feltehetően mindezek az ak­

tivitások egy enzimnek a sajátságai, amire a következők

utalnak:

- a tisztítás során /gélszürés, ioncserélő kromatográfia/ 

a háromféle enzimaktivitás mindig pontosan azonosan vi­

selkedett

- hormon-kezelésre egyformán változtak
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- ionok iránti érzékenységük is azonos volt, az egyetlen

Zn++ ion kivételével

- a ribonukleaz és dezoxiribonukleáz aktivitás bázis spe­

cif icitása megegyezik.

- sejtfrakcionálás során mindegyik aktivitás egyaránt 

ÍOO OOO g-nél ülepíthető partikuluxnhoz kötött volt,

- a zab nukleáz-I.-gyel teljesen azonos tulajdonságú en­

zimet izoláltak szója babból /27, 28/ és búza magból 

/29, 30/, és mindkét esetben kapcsoltan találták a ri- 

bonukleáz, dezoxiribonukleáz és 3'nukleotidáz aktivi­

tást. Főleg búza laag enzim homogenitását vizsgálták 

igen körültekintően, és mind az ultracentrifugálás, 

mind az SDS-poliaktilamid gélelektroforézis egyetlen 

polipeptid lánc jelenlétére utalt, 

с/ A két enzim elkülönítése lehetővé tette, hogy a levá­

gott levélben végbemenő változások természetét jobban

megismerjük. így megtudtuk, hogy a levágást követően e- 

lőször a sértésre reagáló ribonukleáz-I. szintje nő meg 

ugrásszerűen, és csak később, mintegy 4 nap múlva kerül 

előtérbe az öregedés specifikus nukleáz-I. szintjének 

a megnövekedése. Tehát, két részre lehetett »ontani azt

a folyamatot, arait régebben egyértelműen a levágást kö­

vető öregedési folyamatok fokozódásának tulajdonítottak.

d/ A hormonok hatásának vizsgálata elsősorban a levágott

levelek nukleázainak, a hormonok jelenlétében kialakuló 

szintjét mutatják.

így a sértés következtében létrejövő RNáz-I. szintjének
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az emelkedését a kinetin gátolta, az abszcizin sav és 

a benzimidazol ellenben serkentette. Ilyen körülmények 

között egyik hormon sem befolyásolta a nukleáz-I. szint­

jét, ami különösen az abszcizin sav esetéiben meglepő, 

mivel ez a hormon az egysziküekben az öregedést gyor­

sítja, és a nukieáz-I. az öregedés során felhalmozódik. 

Érdekes még, hogy a benzimidazol és a kinetin ez eset­

ben, rövid kezeléskor ellentétes hatást váltott ki, mig 

in vivo az egyszikűek öregedésekor azonos a hatásuk.

2• h dohány levél nukleázokkal végzett kísérletek eredmé­

nye

a/ A kifejlődött dohány levélben a fő foszfát-észter kötést

hasitő enzimek a fiatal zab levélhez hasonló eloszlást

mutatnak. Idősebb levelekben kisebb mértékű a nukleáz-

“I. felhalmozódása, raLnt a zabnál.

b/ A dohánymozaik virus “indukálta nukleáz aktivitás“.

Ugyan sikerült megismételnünk a korábban kapott eredmé­

nyeket, azonban ezek tüzetesebb elemzése arra utal, hogy 

nehéz okozati összefüggésre következtetni a nukleáz in­

dukció és a virus szaporodása között. A nukleáz aktivi­

tás növekedése ugyanis nem párhuzamos magával a virus 

szaporodásának a menetével, és a lézió megjelenését kö­

vetően rövid ideig mutatható csak ki a magasabb enzim­

szint a fertőzött levelekben. A vírusfertőzés valószinü-
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leg nem indította el egy aj, specifikus nukleáz szin- 

tészisét, hanem az emelkedés a ribonukleáz~I. saját­

ja. Valójában aspecifikus hatásról lehet szóm ami in­

kább az inokulálás és a léziók okozta sejtkárosodás 

következménye, mint magának a virusszaporodásának.

Aspecifikus hatásra utal Rendles /47/ eredménye 

is, aki szisztemikus fertőzéskor, a tünetek kifejlődé­

se után /amikor a virus szintézis gyors szakasza már 

lezárult/ az öregedés specifikus nukleáz szint emelke­

dését találta.
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В

A rPJflS szintézise dohánymozaik virus fertőzött levelekben

Ezeket a kísérleteket szisztemikus-fertozött leve­

leken végeztük, mivel elsősorban a "vein-clearing" meg­

jelenéséhez vezető virus ferozéskor lehet legjobban meg­

valósítani a sejtek szinkron fertőzését.

Többen észlelték ilyen esetekben a riboszőmális, fő­

leg a kloroplaszt rRNS-ek szintézisének a megszűnését és

fokozott degradációját /1, 2, 14, 15, 16, 21, 4o, 45/.

Ezeknek az eredményeknek egy része nem megfelelő elemzé­

seken alapultak - MÁK kromatográfia, szanaróz gradiens 

centrifugálás - /tehát olyan körülmények között, araikor 

sem a kétféle citoplazmatikus, sem pedig a kloroplasztisz 

RNS-ek jó elválását nem lehetett biztosítani /1, 2, 40/, 

vagy pedig a kontrolból is degradáltan kivont nukleinsa- 

vak gélelektroforézise /45/.

Másik részüket ellenben, a mienkhez hasonló körül­

mények között, azonos módszerekkel végzett kísérletek tá­

masztanak alá /14, 15, 16, 21/.

Ennek az ellentmondásnak a megítélésekor a követke­

zőket kell figyelembe venni.

a/ A fertőzés menete nagyon sok külső, nehezen ellenőriz­

hető tényező függvénye /hőmérséklet, páratartalom, 

fény, a növény tápanyagellátottsága/. Miután a kísérle­

teink idején csak hagyományos üvegházban tudtuk nevel-
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ni növényeinket, azok növekedése elég nagy mértékben 

ki volt téve az időjárás szeszélyeinek. Ezért nem is 

tuutunk szisztematikus elemzést végezni a fertőzési 

ciklus különböző időpontjában, hanem minden esetben 

a tünetek megjelenéséhez viszonyítottuk a kisérlete- 

inket. Ez egyik döntő forrása lehet a"negativ eredmé- 

пуекпекЦ mivel Fräser is az egyik kisérlet sorozatá­

ban csak a mozaikos levelekben és a tünet kialakulá­

sa után egyetlen időpontban /négy nap múlva/ tudott 

kimutatni jelentős gátlást /15/.

b/ A növényi vírusfertőzés egyik különlegessége, hogy 

nagyon lassú a lefolyása; az RNS bakteriofágok egy 

órás, az állati RNS vírusok 6-18 órás fertőzési cik­

lusával szemben 3-10 napig tart /a protoplasztokban 

is 24-72 óra/ ahol a fertőzés szinkron és egy eiklu-

sos - 57/.

A szisztemikus ferßzes hosszú ideje alatt több folya­

matnak kell lezajlania, amit vázlatosan Így szemlél­

tethetnénk Nils3on-Tillgren és Oxelfelt adatai alap­

ján /39, 44/, /1. következő oldal/.

Mivel mindegyik lépés függvénye lehet a virus és a 

gazda sokféle tulajdonságainak, amig ezek pontos lefo­

lyását nem ismerjük, nagyon nehéz általános megállapí­

tásokat tenni, főképpen egy-egy kiragadt fázist ille­

tően, ahogy mi a kísérleteinket végezni tudtuk.
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virus
gyors szaporodás 
virus vége 
szapo­
rodás
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kijutása 
az inokulált kék meg­
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virus
szaporodása levélből 
az inokulált
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с/ Minden esetben az előzőekhez hozzáadódó komplikáló

faktor, hogy a kísérletek során mindig heterogén sejt- 

populáció van jelen, aminek két fontos kihatása van. 

Lgyrészt magát a virus szaporodást, annak következmé­

nyeit, döntően megszabja, hogy a sejtek a fertőzéskor 

milyen idősek, és a sejtciklus melyik fázisában vannak, 

másrészt ezzel összefüggésben nagy mértékben különböz­

het az egészséges sejtek okozta háttér /amit nem tu­

dunk, hogy adott esetben mekkora/.

Fiatalabb leveleknél a mozaik szimptőma jön létre, ami­

re a fertőzetlen sejtek éles elkülönülése és a kisebb
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mértékű virus hozam jellemző, mig a viszonylag idő­

sebb levelekben "vein-clearing” alakul ki, amelynél 

sokkal nagyobb mértékű a virusszaporodás.

d/ Nem lehet kizárni annak a lehetőségét, hogy az álta­

lunk használt virus törzs a sokszoros passzálás során 

módosult és éppen az a sajátsága változott meg, ami a 

rRNS-ek degradációjáért felelős. Ez armál is inkább 

elképzelhető, mert Fräser is lényeges különbséget ta­

lált az egyes törzsek viselkedésében; pl. a flavum 

sokkal drasztikusabb hatást váltott ki, mint a vulga­

re törzs.

e/ Végezetül, utalnánk D.C. Reanhey közleményére /48/, 

aki a növényi és állati virus rendszerek összehasonlí­

tásakor érdekes mozzanatokra hivta fel a figyelmet.

A növényi virusok az állatiakhoz képest sokkal ki­

sebb morfológiai variációkat képeznek, és amig a növé­

nyi virusok 98 %-ánál egyes szalu RNS a genetikai in­

formáció hordozója, addig az állati virusok közül sok­

ban dupla szálú DNS található.

Valószínű, hogy ezek az eltérések a két gazda 

szervezet alapvetően más felépítésének a vetületei.

Az állati szervezetekben a különféle sejtek, szövetek, 

szervek működésének a magas szintű koordinációja való­

sul meg, a növényi szervezet viszont ilyen tekintetben 

sokkal kezdetlegesebb; teljesen hiányzik belőle a moz-
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gás- és idegrendszer, igy a külső környezet változá­

saival szemben sokkal tehetetlenebb, és esetleg olyan 

változások i3 létre jöhetnek bennük, amik a sokkal ki­

finomultabb regulációju állatokban letálisak lennének.

A növényi vírusok morfológiai egyszerűsége, szé­

les gazdaspektruma, szabad vándorlása a sejtek között 

- szembeállítva a növények kiszolgáltatottságával a 

küldő környezeti hatások változékonyságának /helyhez- 

kötöttség, idegrendszer hiánya/ a sejtek közötti kap­

csolat kezdetlegeséé gével, a gyorsan reagáló geneti­

kai rendszer iránti szükséggel - a növény számára is 

igen előnyös kapcsolatoknak a lehetőségét veti fel. 

így a növényi vírusok olyan eszközt jelenthetnek a nö­

vények számára, amely révén a földrajzilag rögzített 

élőlényben előnyös genetikai változások jöhetnek lét­

re, és az egymással ivaros utón nem kereszteződő fa­

jok között kedvező “regulációs információk“ kicseré­

lődhetnek. Ez különösen akkor lehet nagy jelentőségű, 

ha a jövőben beigazolódik, hogy a magasabb rendű, 

eukariota szervezetekben az RNS-ek bizonyos típusainak 

jelentős szabályozó funkciója van.

Ilyen megközelítés szellemében érthetőbb, miért sokkal 

ritkább a növényi vírusok okozta letális citoplazma- 

tikus hatás, /aminek egyik biztos biokémiai jellemző­

je lenne a rRNS szintézis leállása/, és ha a fertőzés
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után módosul is a gazda anyagcseréje, ezeknek a vál­

tozásoknak a természete egészen más sajátságokat vi­

selhet, mint a virulens bakteriofágok és állati víru­

sok indukálta változások a litikus fertőzés során.

Összefoglalva, az általunk vizsgált két alapvető bio­

kémiai folyamatnak, /nukleázok működése, és a rRNS szin­

tézise/, a DMV fertőzés következtében kialakuló változá­

sáról, a következőt mondhatjuk. Mig a fokozott nukleáz 

aktivitás valóban kísérője a DMV fertőzésnek, azt való­

színűleg a fertőzéssel, és a lézió kifejlődésével járó 

sejtkárosodás váltja ki.
Az rRNS szintézisnek a leállását nekünk nem sikerült ki­

mutatnunk. Figyelembevéve a kísérleti rendszer sajátságai 

által okozott módszertani nehézségeket, amelyek külön­

böző megfigyelések forrásai lehetnek, valamint a növényi 

vírusok szaporodásának elméletileg várható következmé­

nyeit, arra következtethetünk, hogy a rRNS szintézis gát­

lása nem lehet egyik döntő és korai kiváltója a gazda- 

-anyagcsere fertőzés utáni módosulásának.
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